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• O nemátode da madeira do pinheiro (NMP) 
é considerado uma das mais graves e letais 
pragas a nível mundial
• Está a destruir os pinhais portugueses (e 
não só…)
• Detectado pela primeira vez no nosso país 
em 1999, encontra-se presente em diversos 
distritos a centro/sul do país e na Madeira
• Declaração da totalidade do território 
nacional (continente) como zona afectada 








• Definição das Nações Unidas
“Qualquer aplicação tecnológica que
use um sistema biológico, organismos
mortos ou derivados destes, para
produzir ou modificar produtos para
um uso específico.”
Estratégias
1. Identificação de genótipos resistentes
2. Identificação de locus de resistência
3. “Vacinação” de plantas (Imunização)
4. Transformação genética de pinheiro 
com genes de resistência
5. Utilização de micorrizas para criação 
de resistência




• Várias estirpes de nemátodes virulentos
• 1 estirpe de nemátode não virulento
• Várias espécies de pinheiro (de 
semente)
• Plântulas de viveiro de Pinus pinea e 
Pinus Pinaster
• Plântulas de espécies florestais diversas
1. Identificação de genótipos
resistentes
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Prospecção de árvores em zonas 
afectadas







Material recolhido em árvores 
seleccionadas na Herdade da 
Comporta
Colheita de material em árvores 
seleccionadas na Herdade da 
Comporta
Localização dos quatro núcleos de árvores seleccionadas na Herdade da 
Comporta: Pinheiro da Cruz, Possanco, Miradouro e Oleoduto
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Localização das árvores seleccionadas com indicação dos três 
níveis observados, relativamente à cor das agulhas, no local 




nas árvores mortas 
para identificação da 
presença de nematóde
Distribuição do número de árvores abatidas pelas cinco 
classes de frequência de nemátodes definidas para as 
amostras recolhidas nos três níveis da copa estudados 
(Base, Intermédio e Topo).
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Comparação da percentagem de nemátodes
juvenis com machos, fêmeas encontrados nas 
40 árvores abatidas na Herdade da Comporta
Estabelecimento de 
descendências de geração e meia
Figura 11- Aspecto geral da sementeira das descendências dos 
16 clones do pomar testado do Escaroupim
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Árvore nº 33
Altura – 17,1 m







•Seleccionada no dia 30-3-09; Foto 09-07-2009; Colheita de 
pinhas em Abril de 2009;
•Inspeccionada a 09-09-2009; Foto 09-09-2009; a morrer, 
muito castanha; área muito devastada com muitas cortadas;
•Inspeccionada a 09-10-2009; Foto 09-10-2009; morta;




2. Identificação de locus de 
resistência
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Caracterização genotípica das árvores 
seleccionadas por Microssatélites e 
AFLPs
Maceração do material vegetal.
1ª amplificação pré selectiva




M   1   2  3    4   
5   6   7
3000
visualização de smears e 
confirmação da 
ocorrência das reacções 
de corte e de pré-
amplificação.
Dendrograma relativo à análise de 63 árvores de pinheiro-bravo da Herdade da 
Comporta, obtido a partir da distância genética do inverso dos alelos partilhados e 
pelo método de agrupamento hierárquico UPGMA, utilizando o software NTSYSpc




Electoforetograma referente à análise das árvores nº
PF285 e 242 da Herdade da Comporta com a combinação de 
primers E-ACG/M-CAG.






















Estufa contendo placas de Petri
e Erlenmeyers de 100mL com 
culturas de fungo e NMP
Erlenmeyer contendo cevada 
inoculada com Botrytis cinerea
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Plântulas de P. pinaster e P. pinae em 
varanda, na Escola Superior de 
Biotecnologia
Plântulas de P. pinaster















Incubation time (days)Treatment 
conditions
Table 1 – Symptom development in P. pinaster (PP), P. pinea
(PPi), P. nigra (Pni) e P. sylvestris (Psy), before (T0), 10 days 
(T10) and 20 days (T20) after inoculation with sterile water 
(H2O), avirulent strain (A) and virulent strain (HF)
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4. Identificação de genes de 
resistência
Extracção de RNA de tecidos de P. 
pinaster e P. pinea
M   1   2   3   4  5    6   7    8  9 10 11 12 13  14 15 16  17
RNA de pinheiro bravo e pinheiro manso (agulhas, 
ramos, infectados ou não infectados)
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Gene P . p inaste r 
H20 C14- 5 HF 
T0  T10 T20  T0 T10 T20 T0 T10 T20  
ATTRX 
   
MA T2/SAM2  
   
PR4 
   
SHER PERD  
   
SEP    
POR A    
Sin tomas  I I II I I I III I III IV  
 
Figura 3:  Exp ressão gené tica m o nito rizada po r RT-PC R a ntes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias 
(T20) a pó s inoculaçã o com água,  nem átode não virulento (C14-5) e v iru lento (HF).  
5. Transformação com genes 
de resistência
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Pretende-se obter plantas jovens de 
pinheiro bravo com expressão dos 
genes de resistência ao nemátode
identificados previamente
Transformação genética de pinheiro com 
genes de resistência
6. Utilização de micorrizas
para criação de resistência
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 Micorrização de Pinus pinea e Pinus
pinaster com fungos ECM (Suillus spp., 
Rhizopogon spp., Pisolitus spp., Paxillus
spp., Laccaria spp., Lactarius spp., 
Hebeloma spp.) para ensaios 
laboratoriais de inoculação
 Inoculação de plântulas previamente 
micorrizadas e não micorrizadas, com 


















7. Monitorização de 
resistência ou 
susceptibilidade
• Inoculações de Pinheiro 
bravo e manso por 
diversos métodos:
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